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ゲノムコピー数と遺伝子発現パタンの腫瘍内部位に
よる多様性の網羅的解析
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Comparative genomic hybridization (CGH)を行うことによる発現プロファイルの解析CComparative










-培養胃癌細胞 Kato・1の2番， 3番， 4番， 7番， 11番， 18番染色体の絶対的コピー数を
centromere probe， painting probe， telomeric probeを用いたFISHで決定したCTsubosaet al.， 
































CGHでは randompriming標識を、 CESHでは RNA精製後、T7transcriptionによる増幅後、
pre-cDNA標識を行った。この場合、 referenceは正常扇平上皮を用いた。
'CGHでDNAコピー数の減少した部分は、 CESHでも有意な発現低下が確認できたが、 DNAコ
ピー数の増加した部分は必ずしも発現元進を伴わなかった。逆に、ゲノムの増加が無く発現が
克進した部分もみられた。粘膜部と深部では発現パタンが一致することが多かったが、深部で
のみ発現克進の見られた染色体部分があった。その場合、深部で DNAコピー数の増加は見ら
れないことが多く、環境変化により遺伝子の発現レベルが変化した可能性が考えられた。
-食道癌の 1例を用いて、ゲノムコピー数の変化と発現の変化との関係を、(すべてのサンプルに
共通な)stemline変化と、(一部のサンプルのみにみられる)sideline変化とに分けて検討したと
ころ、興味ある結果が得られた。Stemline変化として染色体部分のコピー数が増減した部分は、
そのほとんどの部分で、それぞれ発現の克進と低下がCESHで検出された。逆に、CESHで
stemline変化として発現克進と低下がみられた部分では、その約 50%で、対応する梁色体部
分のコピー数の増加と減少がみられた。Sideline変化として発現が変化した場合には、対応す
る染色体部分のコピー数はほとんど変化していなかった。これらのことから、粘膜内の複数箇所
から生検で採取した組織に CGHを行い、粘膜内での stemline変化として染色体部分のコピー
数の増加が見られれば、その変化は、深部浸潤部も含んだ腫虜全体としての stemline変化を
含んでいる。その場合、その染色体部分にある遺伝子は深部浸潤部でも発現が克進している
可能性が高いと推定できるであろう。さらに多数例を解析して、このような予測がどこまで可能
なのかを今後明らかにしていきたい。
(3)未分化型胃癌の病変内の複数箇所に CGHとCESHを用いて、粘膜と腫揚深部での染色体レ
ベルのゲ、ノムコピー数と発現パタンの差を明らかにする。ーラ食道癌と同様に、病変内の複数箇所の凍
結切片から DNA、RNAを抽出し、 CGHとCESHを用いて染色体レベルでのゲノムコピー数および遺
伝子発現の変化を検出した。CESHのreferenceにはレーザマイクロ代セクションで‘採取した正常胃腺
上皮を用いた。現在解析中である。
まとめと今後の研究の展開
遺伝子診断を正しく運用するために不可欠の情報である、「ゲノムの非特異的な変化と特異的な変
化をいかに区別するか」、「腫蕩組織から狙撃的に採取される検体でどこまで腫蕩全体のゲノムの変
化や発現の変化が分かるのか」を明らかにするために、これまで進めてきたゲ、ノムコピー数の腫蕩肉
変化のデータにLOHや(染色体レベルでの)発現の腫嬉肉変化のデータを重ね合わせ、ゲノム変化が
発現の変化につながっているのか、(ゲノムの不安定性を反映した)ランダムな変化なのかを解析する
とともに、遺伝子発現の腫蕩肉多様性がどの程度ゲ、ノムコピー散の多様性を反映しているのかを評価
した。後者のアプローチでは、染色体レベルでの発現パタンの解析ツールであるCESHの方法論の検
討から行わなければならなかったが、cDNAマイクロアレイの結果と比較的高い一致率を示す CESH
の方法を確立することができた。
前者のアプローチでは、17番染色体短腕の欠失と TP53のLOHやmutationとの聞に相聞がない
こと、したがって染色体レベルの105をLOHとつなげて考えるのは正しくないことがわかった。これは、
染色体レベルの1055はその領域内の遺伝子群のゲノムコピー数の平均が1055に傾いていることを意
味しているからであり、その平均コピー数が個々の遺伝子のコピー数と必ずしも相関しないのは、考え
てみれば当然のことである。ゲノムマイクロアレイと CGHを対比しても、両者は必ずしも一致せず、
105の領域の中にぽつんと遺伝子増幅を示すアレイ5potが見られることがあった。
同棟のことは遺伝子発現のレベルでもみられることが、後者のアプローチで明らかになった。cDNA
マイクロアレイとCESHを対比すると、cellineを用いて検討しても、その一致率はゲノムの場合よりも
更に低かったので、ある。CESHは遺伝子がクラスターとして発現変化した領域を拾い上げている。クラ
スターとしての発現変化の原因としては染色体レベルでのゲノムコピー数の増減が最も考えやすいが、
果たしてゲノムコピー数と CESHで検出される発現の変化とがどの程度相関するのかは問題である。
この点を確かめるために、cellineを用いてCESHの結果とCGHの結果とを比較した。FISHで決定
した特定の染色体のコピー数がCGHで正しく検出されていることを確かめた上で、CESHによる発現
とのズレがどの程度あるのかを解析した。その結果、両者が一致したのは、検索した cellineで平均
すると、変化のあった染色体armの総数の 1/3強に過ぎなかった。これは、クラスターとしての発現変
化の原因として、染色体レベルでのゲ、ノムコピー数の増減以上に、転写因子、プロモータメチル化等に
よる発現レベルでの調節が重要であることを示している。このような個々の遺伝子をターゲットとした発
現調節が、どのように染色体レベルの発現にかかわっているのか、染色体レベルでも発現調節メカニ
ズムが存在するのかどうかを解明することは今後の課題である。
最後に、食道癌、胃癌の外科手術材料を用いて、ゲ、ノムコピー数の変化と発現の変化との関係を調
べ、「浸潤先進部の遺伝子発現が粘膜の生検組織でどこまでわかるかJという問題に取り組んだ。
CESHでstemline変化として発現冗進と低下がみられた部分では、その約 50%で、対応する染色体
部分のコピー数の増加と減少がみられ、逆にstemline変化として染色体部分のコピー数が増減した部
分は、そのほとんどの部分で、それぞれ発現の克進と低下がCESHで検出された。一方、5ideline変
化として発現が変化した場合には、対応する染色体部分のコピー数はほとんど変化していなかった。こ
れらのことは、浸潤先進部の遺伝子発現を粘膜の生検組織で推定する方法があり得ることを示唆
している。粘膜内の複数箇所から生検で採取した組織にCGHを行い、粘膜内でのstemline変化と
して染色体部分のコピー数の増加が見られれば、その変化は、深部浸潤部も含んだ腫嬉全体としての
stemline変化を含んでいる。その場合、その染色体部分にある遺伝子は深部浸潤部で、も発現が克進
している可能性が高いと推定できるであろう。さらに多数例を解析して、このような予測がどこまで可能
なのかを今後明らかにしていきたい。このような情報を蓄積していくことは、「浸潤先進部の遺伝子発
現が粘膜の生検組織でどこまでわかるか」という問題を解明していく上で、きわめて重要と考え
られる。
